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Il glioblastoma costituisce l’80% di tutti i gliomi maligni. Tipico dell’età 
adulta, questo tumore ha un picco massimo di incidenza tra i 50 e i 60 anni, con 
prevalenza nei maschi (rapporto M:F=3:2) ed è associato ad una prognosi 
solitamente infausta.
Tra i possibili trattamenti la resezione chirurgica parziale determina un 
miglioramento soggettivo del paziente. La combinazione con la radioterapia e 
la chemioterapia, con farmaci alchilanti, si è dimostrata essere in grado di 
migliorare sia il tipo che la durata della sopravvivenza. Gli alchilanti 
inseriscono a livello del DNA gruppi alchilici determinandone la rottura con 
conseguente blocco della proliferazione e della sopravvivenza cellulare.
Una proteina importante per la riparazione dei danni indotti da tali farmaci è 
l’O6-metilguanina-DNA metiltransferasi (MGMT). Un’ipermetilazione del 
promotore di tale gene, con conseguente silenziamento, può determinare una 
maggiore sensibilità della cellula tumorale al trattamento farmacologico.
Lo scopo della presente tesi è analizzare lo stato metilativo del gene MGMT in 
pazienti affetti da glioblastoma correlando poi i risultati con le risposte cliniche 
al trattamento chemioterapico.
Il tessuto tumorale è stato asportato durante resezione chirurgica e 
successivamente sottoposto al trattamento con TRIZOL per estrarre il DNA. 
Dopo aver sottoposto i campioni ad un trattamento con il kit MethylSEQr, per 
trasformare le citosine non metilate in uracile, è stata valutata la sua 
espressione genica per mezzo della Real-Time PCR.
I 27 pazienti analizzati fino ad oggi hanno dimostrato avere un diverso stato 
metilativo del gene in studio con valori di PMR (rapporto percentuale di 
metilazione) compresi tra 50 e 100. Lo studio prevede di ampliare la casistica 
dei pazienti.
Lo studio ha quindi l’obiettivo di effettuare una diagnosi di metilazione che 
sarà un possibile indice di maggiore sensibilità ai farmaci citotossici alchilanti 
e quindi di una prolungata sopravvivenza.
1. INTRODUZIONE
1.1. IL GLIOBLASTOMA MULTIFORME
Il tessuto nervoso possiede due diversi tipi di cellule:
 le cellule nervose o neuroni, che sono responsabili del trasferimento e 
dell’elaborazione delle informazioni che viaggiano nel sistema nervoso;
 le cellule gliali o di neuroglia, che svolgono una funzione isolante e di 
sostegno sulle cellule nervose e un’azione fagocitaria (Martini et al; 2004).
Le cellule gliali sono circa 5 volte il numero dei neuroni, sono più piccole 
rispetto a questi ultimi e posseggono anche la capacità di dividersi.
Nel Sistema Nervoso Centrale, (SNC), si trovano quattro tipi di cellule gliali:
1. Astrociti: costituiscono la barriera ematoencefalica; offrono un supporto 
strutturale ai neuroni; regolano la concentrazione di ioni, nutrienti e gas; 
assorbono e riciclano neurotrasmettitori; cicatrizzano il tessuto in seguito a 
lesione.
2. Oligodendrociti: mielinizzano gli assoni del SNC; offrono un supporto 
strutturale.
3. Microglia: rimuovono detriti cellulari, rifiuti e patogeni per fagocitosi.
4. Cellule ependimali: rivestono i ventricoli cerebrali e il canale centrale 
midollare; regolano la produzione, la circolazione e il riassorbimento del 
liquido cerebrospinale (Martini et al; 2004).
Da queste cellule gliali prendono origine i gliomi, i più comuni tumori maligni 
del SNC nell’uomo, i quali sono particolarmente difficili da trattare a causa 
della loro elevata malignità ed invasività, angiogenesi, inibizione delle risposte 
immunitarie e mancanza di una terapia efficace (Wen et al; 2008).
Il sistema maggiormente utilizzato per classificare i gliomi è la classificazione 
della World Health Organization (WHO) (Kleihues et al, 1993). In base a 
questo sistema i tumori gliali possono essere suddivisi in quattro gradi 
clinicamente distinti. I tumori gliali di grado I includono lo xantoastrocitoma 
pleomorfico, l’ependimoma ed il subependimoma che sono forme tumorali 
adulte piuttosto rare. I gliomi di grado II sono invece suddivisi in tre 
sottogruppi: astrocitoma, oligodendroglioma e glioma misto. L’astrocitoma 
anaplastico è il tumore gliale appartenente al grado III. Infine il grado IV 
corrisponde al glioblastoma multiforme (GBM), definito anche glioma di grado 
elevato. Tra i vari tipi di gliomi assume particolare importanza il glioblastoma 
multiforme, che è il più comune ed il più aggressivo in quanto presenta un 
aumento della grandezza cellulare, della proliferazione endoteliale e della 
necrosi con disposizione alla periferia di zone necrotiche di cellule a palizzata 
(Wen et al, 2008).
La prognosi infausta è influenzata dalle spiccate caratteristiche recidivanti di 
questa neoplasia. Il glioblastoma si presenta improvvisamente nella maggior 
parte dei casi, ma in una quota considerevole rappresenta l’evoluzione di un 
glioma meno maligno. Infatti esso può essere di tipo primitivo o primario, (può 
cioè manifestarsi ex-novo, senza che vi sia stata una lesione precedente di più 
basso grado) o una trasformazione di altri tumori cerebrali, per esempio gli 
astrocitomi. In tal caso è detto secondario. Sebbene istologicamente poco 
distinguibili, i glioblastomi primari e secondari sono due malattie distinte che 
colpiscono gruppi di pazienti diversi per età e sesso e che si sviluppano 
attraverso cammini genetici diversi, con diversi profili di espressione proteica 
ed RNA messaggero (mRNA). Queste differenze sono importanti specialmente 
perché in grado di influenzare la risposta del tumore alla radio e chemio-terapia 
e possono costituire il target di futuri approcci terapeutici (Ohgaki et al, 2007).
Il quadro clinico di insorgenza indotto dal glioblastoma è dovuto ai seguenti 
fattori:
- Aumento della pressione intracranica: indotto dalla crescita neoplastica e 
dall’edema peritumorale (effetto massa). Il rapido accrescimento della 
neoplasia e/o dell’edema peritumorale, tipico delle forme ad alto grado, causa 
cefalea, nausea, vomito improvviso e, tardivamente, depressione dello stato di 
coscienza fino al coma.
- Infiltrazione e distruzione del tessuto cerebrale normale: l’infiltrazione del 
tessuto cerebrale normale provocata dalla neoplasia induce segni clinici 
specifici che ne suggeriscono la localizzazione. Tra i sintomi più frequenti vi è 
la comparsa di disturbi della personalità (localizzazioni frontali) disturbi 
dell’equilibrio (localizzazione cerebellari) e della vista (fossa posteriore) 
(Bianco, 2007). Le metastasi raramente riguardano i tessuti al di fuori del 
sistema nervoso centrale (Pontieri et al, 2005).
La necrosi è sempre presente ed è una caratteristica che permette di distinguere 
questo tipo di lesione dall’astrocitoma anaplastico (Steven e Lowe, 2001).
Le sue caratteristiche istopatologiche includono polimorfismo cellulare, atipia 
nucleare, attività mitotica, trombosi vascolare, proliferazione microvascolare e 
necrosi, tuttavia una proliferazione micorvascolare predominante e/o la necrosi 
sono caratteristiche diagnostiche fondamentali (Figura 1).
    Figura 1. Glioblastoma multiforme.
1.2. EPIDEMIOLOGIA
Tra i gliomi, il glioblastoma multiforme (GBM) è il più comune, l’incidenza 
annuale è di circa 5 casi ogni 100000. Esso rappresenta il 60-70% dei gliomi 
maligni. L’incidenza di questi tumori è aumentata leggermente nel corso degli 
ultimi due decenni, in particolare tra gli anziani, principalmente grazie ad un 
miglioramento della diagnostica per immagini. I gliomi maligni sono più 
comuni negli uomini che nelle donne per circa il 40%, e il doppio nei caucasici. 
L’età media dei pazienti al momento della diagnosi è di 64 anni (Wen et al, 
2008).
La prognosi per i pazienti con diagnosi di glioblastoma è infausta, con una 
sopravivenza media di 12-14 mesi sia per i pazienti trattati chirurgicamente sia 
per quelli trattati con radioterapia o chemioterapia ed una sopravvivenza a 5 
anni che è inferiore al 5% (de Groot e Milano, 2009) e non è migliorata nel 
corso degli ultimi tre decenni. La prognosi è in gran parte dovuta alla 
sorprendente radioresistenza di questi tumori (Noda et al, 2009).
Raramente i glioblastomi presentano una base ereditaria anche se la diagnosi di 
glioma maligno tramite ecografia in utero, ha mostrato che il glioblastoma 
prenatale può manifestarsi anche a 29 settimane di gestazione (Lee et al, 1999; 
Sylvester et al, 1998).
I glioblastomi si presentano più spesso nella materia bianca subcorticale degli 
emisferi cerebrali. In particolare il sito più frequentemente affetto è il lobo 
temporale (31%), mentre il lobo occipitale rappresenta il meno frequente 
(16%), e tra questi la combinazione fronto-temporale si presenta nella maggior 
parte dei casi (Kleihues et al, 2000). Uno studio condotto su 987 casi ha 
mostrato che la neoplasia spesso si estende per infiltrazione alla corteccia 
adiacente, ai gangli della base e quindi all’emisfero controlaterale. I 
glioblastomi intraventricolari (Lee, 1997) e quelli del tronco encefalico sono 
poco frequenti, questi ultimi coinvolgono principalmente i bambini mentre il 
cervelletto e la spina dorsale raramente sono affetti da questa neoplasia 
(Kleihues et al, 2000).
Il trattamento standard che comprende l’asportazione chirurgica seguita da 
chemioterapia in combinazione con la radioterapia, porta solo dei benefici a 
breve termine (De Groot e Milano, 2009).
1.3. EZIOLOGIA
I tumori cerebrali si formano a causa di una crescita anormale e sregolata di 
cellule. Una volta che il cervello umano completa il suo sviluppo, la vasta 
maggioranza delle sue cellule entra in uno stato di quiescenza, l’unica 
eccezione si ha quando si sviluppa un tumore. Le cellule tumorali cerebrali 
riprendono il ciclo cellulare a causa delle alterazioni di alcuni geni che 
controllano la crescita e la divisione cellulare. Nonostante le modificazioni di 
questi geni nei tumori cerebrali siano conosciute, la causa scatenante di tali 
alterazioni è tuttora oggetto di discussione. Tendenzialmente si ha un’incidenza 
maggiore di gliomi nei paesi più sviluppati ed industrializzati (Ohgaki, 2009). I 
fattori di rischio noti per i tumori cerebrali includono l'assunzione di cibi 
"processati" e l'esposizione a radiazioni ionizzanti a dosi terapeutiche, 
l'impiego presso industrie di manifattura di tessuti sintetici, nella produzione o 
raffinatura di petrolio e l'esposizione a cloro vinile o pesticidi (Wrensch et al, 
2002).
Un fattore inequivocabilmente associato ad un aumento del rischio di 
glioblastoma è la terapia con raggi x (Ohgaki, 2009). L’irradiazione del cranio, 
anche a basse dosi, può aumentare l’incidenza di tumori gliali di un fattore 4 e 
di meningiomi di un fattore 10, con un fattore di latenza da 10 a più di 20 anni 
dopo l’esposizione (Pollak et al, 1998). In particolare, bambini trattati con 
radiazioni x, per la cura della leucemia linfoblastica, mostrano un rischio 
significativamente elevato di sviluppare gliomi e tumori neuro-ectodermici 
primitivi, spesso dieci anni dopo dalla terapia (Ohgaki, 2009).
L’uso di telefoni cellulari, la vicinanza a cavi di alta tensione, l’uso di coloranti 
per capelli, il trauma cranico, un’alimentazione contenente N-nitrosammine, 
sembrano in grado di incrementare il rischio di tumori cerebrali (Kaplan et al, 
1997; Inskip et al, 2001; Salvatore et al, 1996); tuttavia i risultati di questi studi 
sono discordanti e non convincenti. L’associazione tra tipo di occupazione 
professionale e comparsa di glioblastomi è stata oggetto di numerosi studi. 
Lavoratori cronicamente esposti al cloruro di vinile, al piombo, composti a 
base fenolica e idrocarburi aromatici policiclici sono risultati soggetti a rischio
(Bhatti et al, 2009).
Allo scopo di studiare l'impatto relativo dell'esposizione ambientale e degli 
effetti genetici in alcuni studi è stato confrontato il rischio nei parenti di primo 
grado (gemelli, genitori e figli) che hanno sviluppato un tumore primitivo 
cerebrale nella stessa sede, con il rischio nei coniugi (mariti e mogli) di 
pazienti con tumori cerebrali primitivi. Nella coorte dei coniugi non è stato 
osservato alcun aumento del rischio in nessun tipo specifico di tumore 
cerebrale. Tuttavia, nel gruppo dei parenti di primo grado il rischio 
complessivo di tumori cerebrali primitivi è risultato statisticamente maggiore 
di 2 o 3 volte per i soggetti con lo stesso istotipo; ciò indica che la 
predisposizione familiare ai tumori cerebrali è di origine genetica (Bondy et al, 
2008).
A partire dagli anni ‘90, studi prima sugli animali e poi sull’uomo hanno 
dimostrato che all’interno del cervello c’è una continua produzione di nuove 
cellule. In particolare nel giro dentato dell’ippocampo e nella zona sub-
ventricolare (SVZ) dei ventricoli laterali sono state individuate delle cellule 
staminali neuronali multipotenti, in grado cioè di produrre nuove cellule 
indifferenziate e cellule mature, quali neuroni, astrociti ed oligodendrociti. 
Sono anche capaci di autorinnovamento, in tal modo fanno sì che il numero 
totale delle cellule rimanga costante (Gil-Perotin et al, 2006). Nei tumori 
cerebrali, in particolare nei glioblastomi, esiste una gerarchia di cellule 
tumorali. In particolare una parte del tumore è fatta da cellule che hanno le 
stesse caratteristiche delle staminali neuronali, e per questo vengono chiamate 
cellule neoplastiche del cervello. Le cause della trasformazione neoplastica 
delle cellule della SVZ non è ancora molto conosciuta, è stato però condotto 
uno studio su topi che hanno subito la perdita di p53 ed è stato visto che questa 
perdita, da sola, non è sufficiente per la formazione del tumore, ma offre un 
vantaggio proliferativo alle cellule della SVZ, associato ad una loro rapida 
differenziazione. La trasformazione avviene quando la perdita di p53 è 
associata ad uno stimolo mutageno ed è caratterizzata da drammatici 
cambiamenti nelle proprietà di queste cellule: maggiore autorinnovamento e 
rapida proliferazione (Gil-Perotin et al, 2006). Inoltre, nel glioblastoma umano, 
ci sono elevati livelli di Transorming Growth Factor-β, (TGF-β) e uno studio 
recente ha dimostrato che il TGF-β induce la capacità di auto-rinnovamento 
delle cellule tumorali e ne previene il loro differenziamento (Penuelas et al, 
2009).
Tutti questi studi sono serviti per spiegare il meccanismo cellulare per cui le 
cellule della SVZ a lenta proliferazione possono dare origine ai tumori gliali. 
Sono proprio le cellule neoplastiche le responsabili della crescita del tumore, si 
dividono infatti in cellule staminali tumorali e cellule tumorali non staminali e 
sono solo le ultime ad essere soggette agli attacchi delle terapie. Le staminali
neoplastiche sono di fatto refrattarie a radioterapia e chemioterapia, in quanto 
capaci di autoriparare in tempo i danni effettuati dalle terapie tradizionali, 
prima che diventino irreversibili.
Quindi una sola cellula staminale cerebrale neoplastica sfuggita alla chirurgia, 
può reinstaurare il meccanismo portando il paziente ad una ricaduta della 
malattia (Gil-Perotin, 2006).
1.4. ALTERAZIONI MORFOLOGICHE
Nel glioblastoma multiforme ci sono caratteristiche variazioni nell’aspetto 
macroscopico del tumore da una regione all’altra. Alcune zone sono dure e di 
colore biancastro, altre sono molli e giallastre (come conseguenza della necrosi 
tissutale), molte altre regioni mostrano degenerazione cistica ed emorragica. Il 
tumore può risultare ben delimitato rispetto al circostante tessuto cerebrale, 
sebbene l’infiltrazione oltre i margini sia sempre presente, e presenta vasi 
anomali. All’esame microscopico, i glioblastomi mostrano un lieve moderato 
aumento del numero dei nuclei delle cellule gliali, pleomorfismo nucleare 
variabile, un’intrecciata struttura di fini processi cellulari astrocitari, necrosi e 
proliferazione vascolare o endoteliale (Robbins et al, 2008). Di tutte queste 
caratteristiche, la proliferazione microvascolare predominante e/o la necrosi 
sono caratteristiche diagnostiche fondamentali, mentre l'eterogeneità regionale 
e la crescita altamente invasiva sono caratteristiche tipiche (Burneta et al, 
2007).
1.4.1. L’ ANGIOGENESI
Tra le varie alterazioni morfologiche, l’angiogenesi è l’evento chiave nella 
progressione del glioblastoma, infatti tra tutti i tumori solidi, il glioblastoma 
multiforme ha il più alto grado di proliferazione vascolare e iperplasia delle 
cellule endoteliali. La proliferazione microvascolare è una caratteristica 
istologica propria del glioblastoma multiforme. Con il termine angiogenesi ci si 
riferisce alla formazione di nuovi vasi sanguigni a partire da una rete 
circolatoria preesistente (Wong et al, 2009). La formazione di questo nuovo 
sistema circolatorio intratumorale, che si connette a quello dei tessuti limitrofi, 
inizia con il rilascio di fattori angiogenetici da parte delle cellule tumorali, 
come il fattore di crescita endoteliale (VEGF). VEGF si lega al suo specifico 
recettore sulle cellule endoteliali (EC) della parete dei capillari presenti nei siti 
limitrofi alla neoplasia e ne induce la proliferazione e la migrazione verso la 
matrice extracellulare. A ciò segue la degradazione e l’invasione della matrice 
extracellulare (ECM) da parte delle cellule endoteliali, le quali si assemblano a 
formare una struttura tubulare. Infine il processo si conclude con la formazione 
di un cappio e la maturazione della parete dei vasi sanguigni (Pontieri et al, 
2005) (Figura 2).
    Figura 2. Angiogenesi tumorale.
Il processo che porta alla fase vascolare del tumore è l’ipossia che si instaura 
quando la massa tumorale si accresce oltre il diametro di 1 mm. L’instaurarsi 
dell’ipossia infatti, dipende dalla scarsissima capacità di diffusione a distanza 
dell’ossigeno, che è limitata a non oltre 1 mm dal punto in cui esso fuoriesce 
dai capillari. A questo punto le cellule neoplastiche hanno la necessità di 
crearsi un nuovo ambiente che assicuri un adeguato rifornimento di ossigeno e 
di nutrienti e quindi di una maggiore vascolarizzazione (Pontieri et al, 2005). Il 
fattore di crescita per le cellule endoteliali vascolari (VEGF), sintetizzato dagli 
astrocitomi maligni, probabilmente in risposta all’ipossia, contribuisce a questi 
caratteristici cambiamenti vascolari.
1.4.2. LA NECROSI
È caratteristica la tendenza dei tumori maligni ad accrescersi e ad organizzarsi 
in maniera diversa dai tessuti di origine. Questo è dovuto alle alterazioni delle 
giunzioni cellula-cellula, delle placche focali di adesione, della polarità e 
all‘insufficienza dello stroma vascolo-connettivale, rispetto all’aumento della 
velocità di crescita del tumore. Per quest’ultima ragione nel tumore sono 
presenti focolai di necrosi, disposti distalmente al vaso più vicino e, quindi, alla 
provenienza dell’ossigeno e dei nutrienti (Pontieri et al, 2005). Infatti, la 
necrosi è il più frequente fra gli eventi regressivi del tumore ed è correlabile 
all’ischemia secondaria e agli eventi trombotici intratumorali. Nel glioblastoma 
la necrosi è disposta a serpentina e si trova in aree ipercellulari in cui le cellule 
tumorali altamente maligne si affollano lungo i bordi delle regioni necrotiche, 
determinando un quadro istologico noto come area pseudopalizzata (Robbins et 
al, 2008) (Figura 3).
Figura 3. Necrosi tumorale.
1.5. PATOGENESI
I geni associati alla trasformazione neoplastica sono molti, e spesso la loro 
alterazione causa un accumulo di anomalie a carico dei sistemi di trasduzione 
del segnale a valle, ad opera di proteine con attività intrinseca tirosin-chinasica 
(come EGFR o VEGFR), delle vie da essi attivate (quella che coinvolge RAS e 
le MAP chinasi), o nei meccanismi di arresto del ciclo cellulare con 
interessamento di diverse proteine regolatrici (come p53, PTEN, p16). La 
comprensione delle vie molecolari implicate nella progressione neoplastica dei 
tumori gliali ha portato all’identificazione di diversi marcatori che svolgono un 
ruolo di rilievo in ambito diagnostico, prognostico e predittivo. Ad oggi, tra i 
marcatori molecolari più promettenti vi sono: l’alterazione a carico del 
recettore del fattore di crescita epidermico (EFGR) e l’espressione e la 
metilazione di O6- metilguanina- DNA metiltransferasi (MGMT) (Martin, 
2009).
Il glioblastoma, come accennato precedentemente, può essere suddiviso in due 
sottotipi sulla base delle differenze biologiche e genetiche. Il glioblastoma 
primario colpisce tipicamente individui con età superiore ai 50 anni ed è 
caratterizzato da mutazioni e amplificazione di EGFR, perdita dell’eterozigosi 
del cromosoma 10 (PTEN) e delezione p16. Il glioblastoma secondario si 
manifesta invece nei giovani come glioma a basso grado o astrocitoma 
anaplastico e si può trasformare dopo diversi anni in glioblastoma. Questi 
tumori, che sono molto meno comuni rispetto ai glioblastomi primari, sono 
caratterizzati da mutazioni del gene oncosoppressore p53, iperespressione del 
recettore del fattore di crescita PDGFR, anormalità a livello di p16 e perdita 
dell’eterozigosi del cromosoma 10.
- Il gene EGFR che mappa sul braccio corto del cromosoma 7, codifica per un 
recettore transmembrana di tipo tirosin-chinasico la cui attivazione innesca vie 
di trasduzione del segnale a valle implicate nella regolazione della mitosi, della 
differenziazione, della sopravvivenza cellulare e dell’apoptosi. Nei tumori 
solidi, le alterazioni a carico di EGFR determinano la perdita di controllo di 
queste vie, conferendo alla cellula le tipiche caratteristiche tumorigeniche, 
come la capacità di crescita illimitata, l’inibizione dell’apoptosi e la capacità di 
migrare e creare vasi, che favoriscono la progressione tumorale e la 
metastatizzazione. Il gene che codifica per EGFR è quello che più 
frequentemente risulta alterato nei gliomi di alto grado di origine astrocitaria 
(un terzo dei glioblastomi multiformi). In particolare i glioblastomi multiformi 
sono caratterizzati dall’amplificazione di EGFR (Martin, 2009).
- Il gene TP53 è un oncosoppressore che si trova sul cromosoma 17p13 che si 
diversifica dagli altri della stessa categoria, in quanto si comporta da 
dominante. Infatti il suo prodotto, l’antioncoproteina P53, non è attiva come 
fattore di trascrizione in forma monomerica, ma soltanto in forma 
omotetraedrica per cui l’omotetramero risulta non idoneo ad espletare la sua 
attività quando in esso uno dei suoi costituenti, presente in posizione critica, è 
rappresentato da una p53 mutata. Studi sui tumori umani e sui topi transgenici 
hanno suggerito che il glioblastoma prende origine dalle cellule neuronali 
staminali della regione subventricolare dell’adulto (SVZ) e dai loro progenitori 
multipotenti. Tuttavia non è ancora chiaro se i tumori gliali siano generati da 
tutti i tipi di cellule SVZ eterogenee o solo da specifiche sottopopolazioni di 
cellule (Jackson et al, 2006). Il gene oncosoppressore TP53 è espresso nelle 
cellule SVZ e nei loro progenitori, spesso però risulta mutato o deleto nei 
tumori gliali dell’adulto e in quelli pediatrici. In uno studio è stato dimostrato 
che la perdita di TP53 conferisce un vantaggio proliferativo sia alle cellule a 
lenta proliferazione che a quelle a veloce proliferazione nelle regioni SVZ 
dell’adulto e favorisce quindi la progressione verso il fenotipo differenziato 
(Gil-Perotin et al, 2006).
- Il PDGF (platelet-derived growth factor) è una citosina dimerica formata 
dalle combinazioni di due diverse catene (A e B). Una volta secreto, il PDGF 
esercita i suoi effetti biologici legandosi a due diversi recettori (PDGFR-α e 
PDGFR-β) presenti sulla superficie delle cellule bersaglio (Pontieri et al, 
2005). Le cellule B della regione SVZ dell’adulto esprimono il recettore 
PDGFR-α, il quale attraverso il legame con il suo ligando PDGF, regola la 
sintesi degli oligodentrociti e dei neuroni. Infatti in recenti studi è stato 
osservato che PDGF legandosi al suo specifico recettore PDGFR- α arresta la 
produzione di neuroblasti e induce la proliferazione delle cellule B della 
regione SVZ, dando cosi origine ad un’estesa iperplasia, una delle 
caratteristiche dei gliomi (Jackson et al, 2006).
2 TERAPIA





Pazienti trattati con chirurgia, radioterapia e chemioterapia hanno una 
sopravvivenza media di circa un anno (de Groot, 2009). Nonostante ogni 
paziente reagisca in modo diverso alle terapie, le probabilità di sopravvivenza 
risultano: 57% a un anno, 16% a 2 anni e 7% a 3 anni (Filippini et al, 2008).
Nonostante negli ultimi anni siano stati fatti notevoli passi avanti nel 
trattamento del glioblastoma, i casi di pazienti con sopravvivenza fino a cinque 
anni dal momento della diagnosi sono rarissimi, meno del 3% (Ohgaki, 2009). 
Gli studi in corso sulle cellule staminali sembrano aprire nuove interessanti 
prospettive nella cura di tali neoplasie.
2.1. CHEMIOTERAPIA CON FARMACI ALCHILANTI
Quasi tutti i farmaci chemioterapici disponibili distruggono le cellule tumorali 
bloccando la sintesi del DNA o altre funzioni del ciclo cellulare. Il trattamento 
standard dei pazienti con glioblastoma multiforme consiste nell’asportazione 
chirurgica del tumore seguita da trattamento radio-chemioterapico. Spesso la 
chemioterapia viene effettuata con agenti alchilanti, che hanno la capacità di 
reagire direttamente con il DNA. Il termine alchilanti con il quale questi 
farmaci sono definiti è dovuto alla loro capacità di sostenere una reazione di 
alchilazione, che prevede la formazione di un legame covalente tra il loro 
gruppo alchilico e varie strutture nucleofile (strutture che tendono a trasferire 
elettroni) presenti in macromolecole cellulari. Nei sistemi biologici il punto di 
attacco degli agenti alchilanti può essere rappresentato da gruppi chimici 
sulfudrilici, carbossilici, imidazolici, fosfatidici e aminici. L’effetto citotossico 
degli alchilanti, però, sembra essere dovuto soprattutto alla loro reazione con il 
DNA, dove circa il 90% dei siti alchilati è in corrispondenza dell’azoto in 
posizione 7 della guanina. Altri siti di attacco sono l’ossigeno in posizione 6 
della guanina, l’azoto in posizione 3 della citosina e le posizioni 1, 3, e 7 
dell’adenina. L’alchilazione delle basi del DNA comporta la formazione di 
ponti sui filamenti di DNA. Con la formazione dei ponti si interrompe la lettura 
del codice genetico e viene indotta la rottura dei filamenti, ad opera delle 
endonucleasi che aprono il DNA in corrispondenza della base alchilata e ne 
determinano l’escissione. L’integrità del filamento viene quindi ricostituita da 
enzimi che appartengono al sistema di riparazione, le ligasi. Alchilazione e 
riparazione sono soprattutto frequenti in sedi di attiva trascrizione del DNA e 
in tessuti in rapida proliferazione, nei quali si instaura una rapida inibizione 
della sintesi di DNA, RNA e proteine. Nel loro insieme, gli agenti alchilanti 
sono citotossici sulle cellule in qualunque fase del ciclo cellulare compresa la 
fase di quiescenza G0. Questa loro caratteristica e il tipo di danno indotto a 
carico del DNA sono simili agli effetti delle radiazioni ionizzanti. Tuttavia, gli 
alchilanti hanno un effetto citotossico quantitativamente più pronunciato sui 
tessuti in rapida proliferazione, nei quali le fasi G1 ed S sono particolarmente 
vulnerabili. Una volta che il DNA è stato alchilato, le cellule tendono ad 
arrestarsi e ad andare incontro all’apoptosi in fase G2 (Bonadonna et al, 2003).
Nella cura di pazienti affetti da glioblastoma, assume un’elevata importanza la 
capacità dei farmaci alchilanti di attaccare l’O6 della guanina, da qui il nome 
agenti O6- Achilanti. Tra questi di particolare importanza è la temozolomide 
(TMZ), streptozotocina, procarbazina e decarbazina, i quali determinano la 
metilazione del DNA, e carmustina (BCNU), lomustina (CCNU) e fotemustina 
che cloroetilano il DNA. Gli agenti alchilanti O6-Metilguanina uccidono le 
cellule determinando l’appaiamento di una timina al posto di una citosina 
durante la replicazione del DNA. Un nuovo ciclo di replicazione del DNA poi 
potrebbe dare origine alle classiche mutazioni in cui G:C vengono sostituite da 
A:T, che costituiscono le basi degli effetti mutagenici e cancerogenici di questi 
agenti. Questo appaiamento errato può essere riparato da MGMT durante la 
replicazione del DNA e la cellula sopravvive, altrimenti nel successivo ciclo di 
replicazione, l’appaiamento errato viene riconosciuto dal sistema di riparazione 
degli appaiamenti errati (MMR), il quale rimuove il filamento contenente la 
timina, attiva l’apoptosi e la cellula muore. Per quanto riguarda i farmaci O6-
Cloroetilanti (ClethG), essi convertono la guanina in N1-O
6 -Etanoguanina, la 
quale reagisce con la citosina presente sul filamento complementare formando 
un legame covalente cross-link. Quando il DNA va incontro a replicazione, 
essa si blocca a livello delle strutture a forcina che si sono formate e le cellule 
muoiono (Verbeek et al, 2008) (Figura 4).
Figura 4. Alchilazione del DNA e del sistema di riparazione MGMT.
Quindi la differenza sostanziale tra i due tipi di agenti alchilanti, è che gli 
agenti O6-Metilguanina uccidono la cellula attivando il sistema di riparazione 
MMR, mentre gli agenti O6-ClethG intervengono direttamente (Verbeek et al, 
2008). È proprio su questi meccanismi che si basa l’utilizzo dei farmaci 
alchilanti nella cura dei pazienti affetti da glioblastoma. Tuttavia, anche se gli 
agenti alchilanti sono farmaci importanti nella chemioterapia, la loro efficacia è 
fortemente influenzata dai meccanismi di riparazione del DNA. Infatti, sia per 
gli agenti metilanti che per quelli cloroetilanti, l’iniziale danno O6-
Alchilguanina nel DNA, può essere eliminato prevenendo così la tossicità. La 
riparazione dei danni al DNA viene effettuata da proteine di riparazione del 
DNA, le MGMT. Come accennato in precedenza, per gli agenti metilanti la 
tossicità è mediata da MMR, e quindi l’inibizione o le mutazioni inattivanti di 
MMR causano resistenza. Per quanto riguarda gli agenti cloroetilanti i fattori 
coinvolti nella riparazione dei danni al DNA, la proteina dell’anemia di 
Falconi, la riparazione per scissione di nucleotidi e la ricombinazione omologa, 
sembrano essere coinvolti nella riparazione dei filamenti cross-link e 
contribuiscono quindi alla resistenza. La resistenza agli agenti alchilanti può 
anche essere dovuta ad alterazioni della via del segnale dell’apoptosi. Inoltre vi 
sono prove che gli agenti alchilanti stessi possono causare resistenza, 
determinando un aumento dell’efficacia di MGMT o una deficienza di MMR 
nelle cellule tumorali (Verbeek et al, 2008).
2.1.1. TERAPIA CON TEMOZOLOMIDE
Fino al 2005 la terapia standard per i glioblastomi multiformi consisteva nella 
resezione chirurgica seguita da radioterapia, ed era stato dimostrato che 
prolungava la sopravvivenza. Purtroppo l’aggiunta di agenti chemioterapici 
diversi apportava solo benefici marginali di sopravvivenza. Per questo motivo 
la chemioterapia non veniva utilizzata in Europa nella terapia standard dei 
GBM ed è stata utilizzata solo in contesti di studi clinici. La situazione cambiò 
dopo la pubblicazione di uno studio dell’EORTC/ NCIC (organizzazione per la 
ricerca e la cura dei tumori cerebrali e il gruppo di radioterapia e l’istituto 
nazionale del cancro Canadese) nel 2005, in cui Stupp et al dimostrarono un 
aumento della sopravvivenza nei pazienti con una diagnosi istologica di GBM, 
quando la cura con concomitante temozolomide seguita da temozolomide 
adiuvante è stata aggiunta al trattamento standard (Genugten et al, 2009).
In questo studio di fase III, randomizzato multicentrico, tale cura fu confrontata 
con l’uso della sola radioterapia nei pazienti con una nuova diagnosi di 
glioblastoma. Tutti i pazienti inclusi nello studio furono sottoposti ad un 
intervento chirurgico prima di effettuare la radioterapia. A seconda 
dell’estensione della resezione chirurgica, essa è stata definita biopsia, 
resezione chirurgica parziale o resezione macroscopicamente completa. I 
pazienti del gruppo della radio-chemioterapia, hanno ricevuto radioterapia 
concomitante con temozolomide, seguita da temozolomide adiuvante, mentre il 
gruppo di pazienti di riferimento ha ricevuto solo radioterapia. Per la 
chemioterapia venne usata una dose di 75 mg/m2 al giorno, 7 giorni a settimana 
per 42 giorni consecutivi durante la radioterapia. Dopo una pausa di quattro 
settimane i pazienti sono stati sottoposti a sei cicli di temozolomide adiuvante, 
ad una dose di 150-200mg/ m2 per 5 giorni ogni 28 giorni. In caso di 
progressione della malattia, i pazienti sono stati valutati in base al loro stato di 
rendimento e sono stati sottoposti ad una terapia di salvataggio come la 
resezione chirurgica, la ri-irradiazione, un seconda linea di chemioterapia e/o 
una terapia di supporto. I risultati indicarono chiaramente una riduzione del 
37% del rischio di morte per i pazienti trattati con radioterapia e temozolomide 
rispetto a quelli che hanno ricevuto solo radioterapia (Stupp et al, 2005).
Risultati simili sono stati osservati in un piccolo studio di fase II fatto da 
Athanassiou et al, 2005. Questo studio ha dimostrato non solo la flessibilità 
della somministrazione di temozolomide frazionata con radioterapia, seguita 
poi da un massimo di 6 cicli con temozolomide adiuvante, ma anche il fatto 
che questo trattamento ha un’attività clinica promettente (i paziente hanno 
avuto un tasso di sopravvivenza di 2 anni nel 31% dei casi).
La temozolomide è un agente alchilante orale della famiglia delle 
imidazotetrazine che ha un profilo di tossicità più basso rispetto alla maggior 
parte di tutti gli altri agenti chemioterapici. Questo agente può attraversare 
facilmente la barriera ematoencefalica, infatti a livello del fluido cerebrospinale 
può raggiungere una concentrazione di almeno il 20% in più rispetto a quella 
osservata a livello plasmatico. Dopo la pubblicazione di questi studi la 
temozolomide è stata ampiamente adottata come nuovo standard di cura per i 
pazienti con diagnosi recente di GBM (Genugten et al, 2009).
Il programma convenzionale, approvato, prevede una dose giornaliera di 150-
200 mg per ogni metro quadrato di superficie corporea per 5 giorni, ogni 28 
giorni. Una terapia con una dose giornaliera pari a 75 mg per ogni metro 
quadrato di superficie corporea, per 7 settimane, è la cura più sicura. Questo 
livello di esposizione alla temozolomide depleta l’enzima di riparazione del 
DNA, la O6- metilguanina- DNA metiltransferasi (MGMT).
Tale effetto può essere importante in quanto bassi livelli di MGMT nei tessuti 
tumorali sono associati ad una maggiore sopravivenza dei pazienti con 
glioblastoma che stanno ricevendo una chemioterapia adiuvante basata sulla 
nitrosourea (Villano et al, 2009).
La temozolomide viene ben assorbita dopo la somministrazione per via orale e 
ha un’emivita di circa 1,8 ore. Il farmaco si distribuisce a livello della barriera 
ematoencefalica, delle cellule tumorali e delle cellule peritumorali. Per molti 
farmaci, inclusa la temozolomide, è poco conosciuta la loro specifica 
distribuzione a livello del SNC in pazienti con tumori. Studi preclinici hanno 
dimostrato un’efficacia diversa della temozolomide nei vari schemi di 
somministrazione, inoltre non è necessario alcun aggiustamento del dosaggio 
per la lieve e moderata insufficienza epatica o renale. Dopo l’assorbimento per 
via orale la temozolomide, in soluzione acquosa, viene idrolizzata a Methyl-
triazeno- imidazole- carboxamide (MTIC), che è anche il metabolita attivo 
della decarbazina. A differenza della decarbazina, un profarmaco la cui 
conversione a MTIC richiede un iniziale ossidazione da parte del citocromo 
p450, la conversione della temozolomide a MTIC avviene in maniera 
spontanea. L’MTIC viene poi rapidamente convertito in 5-aminoimidazole-4-
carbossammide (AIC) e in Metildizonio, un catione elettrofilo alchilante, il 
quale trasferisce il gruppo metile al DNA. I prodotti metilati del DNA sono i 
responsabili della citotossicità. L’alchilazione in posizione O6 della guanina 
rappresenta solo il 5% dei prodotti di metilazione del DNA, ma è responsabile 
degli effetti citotossici della temozolomide. La N7 della guanina e la N3 
dell’adenina rappresentano la maggior parte dei prodotti metilati del DNA. Il 
danno determinato dalla metilazione O6-Metilguanina conduce all’interruzione 
del doppio filamento di DNA e alla successiva morte cellulare tramite apoptosi 
o autofagia (Villano et al, 2009) (Figura 5).
Figura 5. Struttura della temozolomide e dei suoi metaboliti.
2.2. O6- METILGUANINA-DNA METILTRANSFERASI 
(MGMT)
La O6-Alchilguanina- Alchiltransferasi fu isolata per la prima volta in E. Coli 
alla fine del 1970 come proteina Ada, che ha la funzione di attivare le proteine 
riparatrici del DNA, le quali regolano la risposta adattativa a bassi livelli di 
agenti alchilanti. Il cDNA di MGMT umano è stato isolato da una libreria di 
cDNA dal fenotipo selvatico della proteina Ada in E. Coli. La O6-
Alchilguanina- DNA alchiltransferasi si trova sia negli eucarioti che nei 
procarioti, ma non nei vegetali. La conservazione di MGMT durante 
l’evoluzione, suggerisce che questo gene svolge un ruolo importante nel 
mantenere l’integrità del genoma, anche se esso non è essenziale per la vitalità 
delle cellule. È stato dimostrato per molti tipi di cellule che la sensibilità agli 
agenti alchilanti è inversamente correlata all’attività di MGMT, e che le cellule 
che mancano di MGMT sono più sensibili alle mutazioni e alla citotossicità 
indotte dagli agenti alchilanti. Inoltre topi Knockout di MGMT sono più 
sensibili alla tossicità e all’induzione del tumore da parte di agenti alchilanti 
mentre topi con MGMT iperespresso sono più resistenti. Ciò vuol dire che 
MGMT protegge sia le cellule normali che quelle tumorali dalle sostanze 
tossiche e mutagene e dagli effetti degli agenti O6- Alchilanti ed è quindi un 
fattore cruciale per mediare la resistenza a questa classe di agenti 
chemioterapici (Verbeek et al, 2008).
2.3. MGMT E IL MECCANISMO DI RIPARAZIONE DEL 
DANNO
MGMT elimina il gruppo alchilico dalla O6-Alchilguanina dando origine ad un 
prodotto più corto e meno metilato nel DNA la O4-Alchiltimina. Sebbene il 
gruppo metile sia il substrato preferito, MGMT è anche in grado di rimuovere 
gruppi più complessi e di più grosse dimensioni come i gruppi etil-, propil-, 
butil-, benzil-2-cloroetile.
La rimozione del gruppo metile da parte di MGMT coinvolge residui di 
cisteina presenti nel suo sito attivo (Cys 145 nelle proteine umane) al quale il 
gruppo metile si lega covalentemente. Questa è una reazione stechiometrica e 
porta all’inattivazione della proteina MGMT, la quale successivamente viene 
ubiquinata e degradata dall’ubichinolo. Quindi perché la riparazione del DNA 
possa proseguire occorre sintetizzare MGMT ex-novo. A differenza di altri
sistemi di riparazione del DNA, MGMT agisce come una singola proteina e 
non coinvolge altri enzimi o cofattori.
Anche il prodotto secondario della cloroetilazione, N1- O
6 -Etanoguanina, è un 
substrato per MGMT ma in questo caso la proteina si lega covalentemente alla 
guanina in posizione N1, ancora oggi però non se ne conosce il significato 
biologico. Il trasferimento dei gruppi alchilici ad MGMT determina un 
cambiamento della conformazione della proteina e l’esposizione di specifici 
domini. Uno studio suggerisce che a questi domini si lega il recettore degli 
estrogeni (OR) e che quindi le proteine MGMT alchilate bloccano la 
trascrizione di coattivatori leganti OR, determinandone l’inibizione della 
trascrizione. In questo studio, in seguito alla riparazione del danno al DNA 
apportato dagli alchilanti, MGMT arresta la proliferazione cellulare mediata da 
OR. La doppia funzione di MGMT come proteina riparatrice dei danni al DNA 
e inibitore della proliferazione cellulare mediata da OR può avere implicazioni 
nella cancerogenesi. Tuttavia studi più recenti hanno smentito l’interazione di 
MGMT con OR, e quindi questa sua funzione è discutibile (Verbeek et al, 
2008).
2.4. FATTORI CHE INFLUENZANO L’ESPRESSIONE DI 
MGMT
Nonostante MGMT sia espresso in tutti i tessuti, la su attività varia 
considerevolmente nei vari tessuti dell’uomo: il fegato esprime i più alti livelli 
di MGMT, mentre nei tessuti emopoietici e in quelli cerebrali il livello di 
espressione è molto basso. Inoltre il livello di espressione varia da individuo a 
individuo. I fattori che influenzano il livello di espressione di MGMT non sono 
del tutto conosciuti, ma si sospetta che abbiano un certo ruolo sulla sensibilità 
dei tessuti alla chemioterapia con farmaci alchilanti e molto probabilmente 
influenzano la suscettibilità al cancro. I tessuti tumorali esprimono quantità 
molto diverse di MGMT, da livelli molto più elevati rispetto ai tessuti normali 
a livelli non rilevabili in alcuni tipi di tumori (Verbeek et al, 2008). Diversi 
fattori influenzano l’espressione di MGMT, tra questi vi sono i fattori di 
trascrizione e la proteina P53.
2.4.1 FATTORI DI TRASCRIZIONE E P53
La sequenza del promotore del gene MGMT contiene diversi siti di legame per 
i fattori di trascrizione inclusi il sito di legame per gli elementi di risposta ai 
glucocorticoidi e per gli attivatori della proteina-1. L’attivazione delle vie del 
segnale di questi siti di legame sembra determinare un moderato aumento 
dell’espressione di MGMT, che è sufficiente ad incrementare la resistenza agli 
agenti alchilanti. Il glucocorticoide sintetico, il desametasone, è abitualmente 
usato nei gliomi per ridurre gli effetti dell’edema. Dato che è stato dimostrato 
che il desametasone in vitro attiva MGMT, esso potrebbe ridurre l’efficacia 
degli agenti alchilanti nella terapia del glioblastoma. È stato inoltre dimostrato 
che nei roditori i danni al DNA inducono l’espressione di MGMT e c’è qualche 
prova che questo può avvenire anche nelle cellule e nei tessuti umani. Nei topi 
le radiazioni ionizzanti riducono l’espressione di MGMT, ma ciò non avviene 
nei topi knockout per il gene oncosoppressore p53. Un recente studio ha 
dimostrato che p53 induce direttamente l’espressione di MGMT in cellule 
murine di gliomi astrocitari, attraverso il legame alla regione del promotore. In 
accordo con questo è stato riportato che l’inattivazione di p53 determina la 
sensibilizzazione di qualche linea cellulare di astrocitoma alla temozolomide o 
al BCNU. Ciò è in evidente contrasto con studi che dimostrano che la 
sovraespressione di p53 in vitro sopprime la trascrizione di MGMT in linee 
cellulari di fibroblasti umane (Verbeek et al, 2008).
2.5. LA METILAZIONE DEL DNA
Con epigenetica si intende un complesso di processi di regolazione genica che 
non implicano variazioni nella sequenza del DNA, fra cui: la metilazione del 
DNA a livello dei residui di citosina nelle regioni promotrici dei geni 
denominate "isole CpG"; le modificazioni post-traslazionali a carico degli 
istoni quali acetilazione, metilazione, fosforilazione e ubiquitinilazione di 
specifici residui amminoacidici ed il silenziamento genico ad opera di RNA 
non codificanti. La metilazione del DNA è un marcatore di importanza critica 
nel controllo dell'attività genica.
Nelle cellule normali le regioni regolatrici di molti geni contengono isole CpG 
che comprendono molti nucleotidi citosinici e guaninici adiacenti e di solito 
non vengono metilate nelle cellule normali. La metilazione delle isole CpG 
inattiva il gene di controllo.
L’aberrante ipermetilazione della regione del promotore in geni specifici è 
l’evento chiave nella formazione e progressione del cancro. In alcuni casi, 
queste alterazioni aberranti si verificano precocemente nello sviluppo della 
malignità e sembrano essere tumore specifici. Il processo di metilazione del 
DNA consiste nel legame di un gruppo metile (-CH3) al carbonio 5 dei residui 
di citosina usando come molecola donatrice la S-adenosilmetionina. Nelle 
cellule dei mammiferi la metilazione avviene solo a livello dei residui di 
citosina che precedono i residui di guanina, cioè a livello del dinucleotide CpG. 
Di solito il dinucleotide CpG è poco rappresentato nel genoma dei mammiferi 
ma può essere trovato con una frequenza relativamente alta a livello delle 
sequenze genomiche brevi, conosciute come isole CpG. Le isole CpG hanno 
una lunghezza che varia da 0,5 a 5 kb, sono costituite per circa il 55% da G:C e 
hanno una frequenza di CpG GpC pari a 0,65. Le isole CpG sono associate 
approssimativamente al 50% dei geni dei mammiferi e sono di solito 
localizzate a livello del promotore e delle prime regioni esoniche dei geni, 
sebbene occasionalmente queste si possono trovare anche nelle ultime 30 
regioni esoniche. La maggior parte delle isole CpG, presenti nei normali tessuti 
sani del’adulto, non sono metilate ma possono avere diversi gradi di 
metilazione nel cancro. La metilazione delle isole CpG nelle regioni del 
promotore dei geni, generalmente è associata al silenziamento genico e causa il 
blocco della trascrizione genica. La scansione del genoma di 98 differenti 
tumori primari ha mostrato che, di solito, vi sono approssimativamente 600 
geni metilati in ogni tumore. Infatti, i geni implicati, nella maggior parte degli 
stadi, nella tumorigenesi e nella progressione dei tumori possono essere 
silenziati attraverso la metilazione del DNA a livello del promotore. Questi 
geni comprendono non solo quelli che codificano per proteine, ma anche quelli 
che codificano per i micro RNAs. I geni metilati, nelle prime fasi di 
tumorigenesi, possono essere potenziali marcatori per l'identificazione degli 
individui con rischio maggiore di sviluppare un tumore maligno o per favorire 
la diagnosi dei tumori maligni, mentre i geni metilati, durante la progressione 
verso la fase maligna, possono essere dei potenziali markers prognostici. In 
più, la valutazione dello stato di metilazione dei geni coinvolti nella sensibilità 
al farmaco e/o resistenza può dare informazioni predittive sulla terapia (Duffy 
et al, 2009).
2.6. RUOLO DELLA METILAZIONE DEL PROMOTORE 
DEL GENE MGMT NELLA RESISTENZA ALLA 
CHEMIOTERAPIA.
Molti studi hanno suggerito che la valutazione dello stato di metilazione delle 
regioni del promotore di geni specifici può essere utile per la ricerca sul cancro, 
per determinare la prognosi e predire la risposta terapeutica. Tra i biomarkers 
di metilazione del DNA vi è la metilazione del promotore MGMT, attraverso la 
quale è possibile prevedere il beneficio dell’uso di agenti alchilanti in pazienti 
affetti da glioblastoma multiforme (Duffy et al, 2009).
Il gene MGMT (O6-Metilguanina-DNA Metiltransferasi) presente sul 
cromosoma 10q26, come accennato prima, codifica per una proteina che ripara 
i danni del DNA rimuovendo i gruppi alchili dalla posizione O6 della guanina, 
un’importante sito di alchilazione del DNA. La chemioterapia provoca 
l’alchilazione in questa posizione inducendo tossicità ed apoptosi. Pertanto 
livelli elevati della proteina riparatrice MGMT possono contrastare l’effetto 
terapeutico degli agenti alchilanti e quindi portare al fallimento del trattamento.
L’ipermetilazione del promotore MGMT che determina il silenziamento del 
gene, è presente in circa il 40% dei glioblastomi multiformi ed è stato 
identificato come il meccanismo principale per ridurre l’espressione di MGMT 
e quindi diminuire la sua attività di riparazione dei danni al DNA. Per questo 
motivo la metilazione del promotore MGMT è stata associata ad una buona 
risposta dei pazienti affetti da glioblastoma alla chemioterapia con agenti 
alchilanti usando Nitrosourea, temozolomide o una combinazione di entrambi. 
I pazienti affetti da glioblastoma che presentano la metilazione del promotore 
MGMT sopravvivono significativamente di più rispetto a quelli che non 
presentano la metilazione, quando vengono trattati con radioterapia e 
chemioterapia combinate. Nei pazienti con glioblastoma, trattati solo con 
radioterapia, la metilazione del promotore MGMT non influenza 
significativamente la sopravvivenza, indicando così che lo stato di metilazione 
del promotore MGMT è un fattore predittivo per la risposta alla chemioterapia.
La valutazione dello stato di metilazione del promotore MGMT è oggi 
maggiormente richiesta non solo per i pazienti in terapia clinica ma anche nella 
diagnostica di routine (Riemenschneider e Reifenberger, 2009).
3. MATERIALI E METODI
3.1. ESTRAZIONE DEL DNA
I campioni di glioblastoma sono conservati ad una temperatura di -80 °C. Una 
volta scongelati vengono trasferiti con una pinzetta in un potter dove viene 
aggiunto 1 ml di Tri-reagent (SIGMA). Il Tri-reagent è un reagente che serve 
ad isolare in modo veloce e simultaneo RNA, DNA e proteine. Può essere 
utilizzato in presenza di grandi o piccole quantità di tessuto o cellule e più 
campioni possono essere estratti simultaneamente.
Attraverso l’azione meccanica svolta con il potter e l’azione chimica svolta dal 
Tri-reagent, le cellule si rompono e gli acidi nucleici e le proteine vengono 
rilasciati in soluzione. Il tutto è trasferito in una eppendorf dove si aggiungono 
200 μl di cloroformio, un composto altamente deproteinizzante che serve ad 
eliminare i possibili contaminanti del DNA, per evitare che questi 
interferiscano con i successivi trattamenti. Dopo 15 min di incubazione a 
temperatura ambiente i campioni vengono centrifugati a 15000 rpm per 15 min. 
La centrifugazione separa la miscela in 3 fasi:
1. Proteine: porzione inferiore rossa;
2. DNA: strato centrale bianco;
3. RNA: porzione superiore trasparente.
Il sovranatante contenente RNA viene raccolto e trasferito in una nuova 
eppendorf, fatto precipitare in isopropanolo e conservato a -80 °C.
Alla eppendorf contenente proteine e DNA si aggiungono 300 µl di etanolo 
assoluto per far precipitare il DNA. Si agitano i campioni sul vortex e si 
lasciano incubare a temperatura ambiente per 10 min. In seguito vengono 
centrifugati a 2000 xg per 5 min e, dopo aver eliminato il sovranatante, si 
aggiunge 1 ml di una soluzione contenente sodio citrato ed etanolo al 10%. 
Questa soluzione salina interagisce con le cariche del DNA permettendone la 
precipitazione in alcool. I campioni devono poi incubare in ghiaccio per 30 min 
e dopo vengono centrifugati per 5 min a 2000 xg. Questo passaggio viene 
effettuato una seconda volta e in seguito si elimina il sovranatante e si 
aggiunge 1 ml di etanolo al 75% che si utilizza per eliminare i sali dal pellet 
che si è formato. Dopo 10 min di incubazione a temperatura ambiente si 
centrifugano i campioni per 5 min a 2000 xg e, dopo aver eliminato il 
sovranatante, il pellet viene dissolto in 61 µl di NAOH 8 mM. Questa è una 
soluzione alcalina che assicura la completa dissoluzione del pellet di DNA. Per 
rimuovere il materiale insolubile si centrifuga a 12000 xg per 10 min. Il 
sovranatante contenente DNA viene trasferito in una nuova eppendorf. Il DNA 
estratto è stato quantificato con lo spettrofotometro.
Questo strumento permette il riconoscimento e la quantizzazione di una 
sostanza in base al suo spettro di assorbimento della luce. Attraverso questo 
strumento abbiamo effettuato le letture dei nostri campioni di DNA, in modo 
da conoscerne le concentrazioni.
Per la lettura ogni campione viene diluito 100 volte e la lettura del campione 
viene effettuata ad una lunghezza d’onda (λ) di 260 nm, che corrisponde al 
picco di assorbimento del DNA, e a 280 nm, che corrisponde al picco di 
assorbimento delle proteine. Il rapporto tra le due λ ci dà l’indice di purezza. 
Un buon indice di purezza deve essere compreso tra 1.8-1.9. La concentrazione 
di DNA viene poi calcolata moltiplicando il valore ottenuto dalla lettura a 260 
nm per i µl di DNA utilizzati per la diluizione.
3.2. TRATTAMENTO CON SODIO BISULFITO 
Il DNA estratto viene trattato utilizzando il kit methylSEQr (Applied 
Biosystems). Questo kit fa uso di una procedura avanzata basata su un nuovo 
metodo di desulfonazione per convertire efficientemente le citosine (C) non 
metilate in uracili (U) mentre le citosine metilate sono protette dalla 
conversione. Dopo la reazione a catena della polimerasi (PCR), la sequenza di 
DNA trattata con sodio-bisulfito ha residui di C solo se questi erano metilati, 
tutte le altre C sono convertite in timine (T). Così, un campione di DNA non 
metilato, dopo il trattamento non presenterà residui di C. Una comparazione tra 
la sequenza di DNA trattata con sodio bisulfito con una sequenza ottenuta da 
DNA non trattato, permette una più precisa identificazione di tutti i residui di C 
metilati. Questo kit è progettato per ridurre la degradazione e la perdita del 
DNA senza diminuire l’efficienza della conversione delle C in U. Il DNA, 
convertito e purificato, può essere usato in seguito, per il sequenziamento, 
clonaggio, digestione con enzimi di restrizione etc.
Con questo kit dobbiamo trattare 200 ng di DNA genomico (gDNA) diluiti in 
acqua deionizzata per un volume finale di 45 µl. A questi aggiungiamo 5 µl di 
methylSEQr Denaturation Buffer per la denaturazione del DNA. Il volume 
finale adesso è di 50 µl. I campioni vengono incubati a 37 °C per 15 min. A 
questo punto si prepara il reagente per la conversione (methylSEQr Conversion 
Reagent), che è fornito in polvere. Alla provetta contenente la polvere si 
aggiungono 750 µl di acqua deionizzata e 210 µl di methylSEQr Denaturation 
Buffer. Per sciogliere bene la polvere dobbiamo mettere la provetta sul vortex 
per 1 min, lasciarla riposare per 2 min e ripetere questa procedura per 5 volte. 
Sciolta la polvere, aggiungiamo 100 µl di questo reagente ai campioni di DNA, 
che ora è denaturato, per la conversione delle citosine non metilate in uracili. Il 
volume finale è ora di 150 µl. Questi ultimi devono poi incubare al buio a 50 
°C per 12 h. Terminato il periodo di incubazione, durante il quale le C non 
metilate sono convertite in un intermedio sulfonato, si deve purificare il DNA 
trattato. Si prendono le eppendorf (fornite con il kit) e si inseriscono le colonne 
per la purificazione. In ciascuna colonna si mettono 200 µl di acqua 
deionizzata e i 150 µl di campione. Si centrifugano i campioni a 500 xg per 20 
min e poi si scarta il filtrato. Si aggiungono, poi, 350 µl di acqua deionizzata 
nella camera superiore della colonna, si centrifugano i campioni a 500 xg per 
20 min e si scarta il filtrato. Questi ultimi 3 passaggi vengono ripetuti una 
seconda volta. Si aggiungono 350 µl di NaOH 0,1 M e si lascia incubare per 5 
min. Durante questa incubazione l’intermedio sulfonato è convertito in uracile. 
Si centrifuga per 20 min a 500 xg e si elimina il filtrato. In seguito si 
aggiungono 350 µl di acqua deionizzata e si centrifuga a 500 xg per 20 min. 
Successivamente si aggiungono 50 µl di buffer TE (Tris EDTA), si mescola 
con la pipetta e si lascia incubare per 5 min. Dopo di che si prendono nuove 
eppendorf perché una volta scaduti i 5 min dobbiamo inserirvi le colonne 
invertendole. Si centrifuga a 1000 xg per 1 min ottenendo sul fondo delle 
eppendorf il DNA genomico trattato con bisulfito pronto per la PCR.
Se i campioni non vengono utilizzati subito devono essere conservati a 4 °C e 
possono essere utilizzati fino ad un anno.
Figura 6. Conversione delle citosine non mutilate in uracili
3.3. VALUTAZIONE DELLA METILAZIONE DEL 
PROMOTORE DEL GENE MGMT MEDIANTE LA REAL-
TIME PCR
La valutazione dello stato di metilazione del gene MGMT è stata effettuata 
mediante un’analisi con PCR quantitativa utilizzando lo strumento ABI PRISM 
7900 Sequence Detection System (Applied Biosystems).
La Real-Time PCR monitorizza la fluorescenza emessa durante la reazione 
come indicatore della produzione di amplificati durante ogni ciclo.
Il sistema della Real-Time PCR è basato sull’analisi e la quantificazione di un 
reporter fluorescente. Questo segnale aumenta in maniera direttamente 
proporzionale alla quantità di prodotto di PCR ad ogni ciclo.
Per l’analisi quantitativa sono state utilizzate delle sonde fluorescenti di 
tipologia TaqMan che sfruttano l’attività 5’-esonucleasica della Taq 
polimerasi, per misurare la quantità delle sequenze del target nei campioni di 
DNA. Le sonde TaqMan sono oligonucleotidi, più lunghi dei primer e con una 
temperatura di melting più alta, che contengono un dye fluorescente (reporter)
sulla base al 5’ e un dye silenziatore (quencher) sulla base al 3’. Quando 
irradiato, l’energia emessa dal dye fluorescente eccitato viene captata della 
vicina molecola di quencher (questo comportamento è definito FRET= 
fluorescence resonance energy transfer). La stretta vicinanza del reporter e del 
quencher previene quindi l’emissione di ogni fluorescenza quando la sonda è 
intatta. Le sonde TaqMan sono disegnate per appaiarsi ad una regione interna 
del prodotto di PCR. (Figura 7).
Figura 7. Appaiamento della sonda TaqMan.
Quando la polimerasi, che duplica un templato arriva alla sonda TaqMan, la 
sua attività 5’-esonucleasica la digerisce; ciò allontana il dye reporter dal 
quencher, il quale comincia ad emettere una quantità di fluorescenza che 
aumenta ad ogni ciclo in maniera proporzionale alla percentuale di sonda 
digerita. (Figura 8).
Figura 8. Funzionamento della sonda TaqMan.
L’accumulo dei prodotti di PCR viene determinato dal monitoraggio 
dell’aumento della fluorescenza del dye reporter. Poiché il taglio avviene solo 
se la sonda è legata al target, la fluorescenza rilevata origina solo da amplificati 
specifici. Il processo di ibridazione e taglio non interferisce con l’accumulo 
esponenziale di prodotto. Una richiesta specifica per le sonde fluorogeniche è 
che non ci siano G all’estremità 5’. Una “G” adiacente al dye reporter spegne 
la fluorescenza del reporter anche dopo il taglio.
Il ciclo soglia (Cycle-Threshold Ct) è il ciclo al quale si osserva il primo 
significativo aumento della fluorescenza. Il ciclo soglia si verifica quando il 
sistema di rivelazione inizia a captare un aumento nel segnale associato ad una 
crescita esponenziale dei prodotti di PCR durante la fase logaritmica-lineare. 
(Figura 9).
        Figura 9. Amplification plot.
Questa fase ci fornisce le informazioni più utili circa la reazione. Maggiore è la 
quantità iniziale di DNA, prima verrà rilevato l’aumento di fluorescenza 
relativo al prodotto accumulato durante la PCR, e più basso sarà il valore di Ct. 
La scelta del ciclo soglia, che determinerà il valore di Ct, è determinata in 
modo automatico dalla macchina ma può essere effettuata anche dall’operatore.
La coppia di primers e la sonda per lo studio della metilazione del promoter del 
gene MGMT sono state selezionate sulla base delle sequenze geniche fornite 
da Gene Bank, utilizzando l’apposito software Methyl Primer Express® 1.0.
I primers e la sonda sono stati disegnati secondo i seguenti criteri:
 Localizzazione all’interno di un’isola CpG (i primers devono contenere 
almeno tre doppiette CpG e un numero massimo di C)
 Vicinanza al sito di inizio trascrizione
 Specificità per il DNA metilato trattato con bisulfito.
In particolare, sono state selezionate coppie di primers che amplificano una 
regione a cavallo del sito di inizio traduzione. Le sequenze dei primers e della 
sonda sono le seguenti: 
5' TTTGCGTTTCGACGTTCGTA 3' (primer F)
5' ACTCCGCACTCTTCCGAAAA 3 (primer R)
6-FAM-TCGCGGTGCGTATC-MGB (sonda).
Un frammento della -actina privo di regioni CpG è stato amplificato per la 
normalizzazione dei dati.
Per lo studio di Real time PCR di ogni campione sono state preparate 2 
provette, una per MGMT e una per il gene di riferimento β-Actina (ACTB), in
cui sono stati posti 7 μl di DNA precedentemente trattato con Sodio-bisulfito, 
12,5 μl di TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1 μl di 
probe 5 µM, 2,25 µl di primer forward (F) 100 µM, 2,25 µl di primer reverse
(R) 100 µM, in modo da ottenere un volume finale di 25 μl.
La TaqMan Universal PCR Master Mix contiene, oltre alla polimerasi 
AmpliTaq Gold DNA, un’AmpErase uracil-N-glicosilasi (UNG), un pool di 
deossinucleotidi con deossiuridina trifosfato (dUTP), ed altri componenti del 
tampone enzimatico opportunamente ottimizzati. La presenza della AmpErase 
UNG permette di prevenire fenomeni di contaminazione e carry-over (comuni 
a causa della ripetitività della reazione polimerasica) perché, durante un 
passaggio di incubazione a 50°C per 2 minuti, l'enzima determina la 
degradazione di eventuali prodotti di precedenti PCR che contengono dUTP 
(Tabella 1). La successiva incubazione a 95°C per 10 minuti permette quindi 
da un lato di inattivare la UNG, e dall'altro di innescare la reazione di PCR per
mezzo dell'attivazione della polimerasi e della denaturazione del DNA presente 
nei campioni. 






CICLO di PCR (40 cicli)
Denaturazione Estensione
Temperatura 50°C 95°C 95°C 59°C
Tempo 2 min 10 min 15 sec 1 min
Volume 25 L
Il contenuto delle provette, preparato in duplicato per ciascun campione, è 
infatti posto mediante piastre da 96 pozzetti nello strumento ABIPRISM 
7900HT, che è in grado di riscaldare i campioni alle temperature programmate 
per ciascuna fase dei 40 cicli della reazione di PCR. In particolare, la fase di 
denaturazione è effettuata a 95°C per 15 secondi, mentre quella di appaiamento 
dei primers ed estensione è condotta a 59°C, per 1 minuto. La quantificazione 
dello stato di metilazione di MGMT è stata valutata rapportandola 
all’espressione del gene di riferimento interno Housekeeping β-Actina 
(ACTB).
Poi la stessa analisi quantitativa è stata eseguita su un DNA completamente 
metilato e standardizzato. Anche in questo caso abbiamo preparato due mix, 
una per il gene MGMT e una per il gene di riferimento interno β-Actina. In 
questo modo abbiamo ottenuto dei cicli soglia di riferimento esterni utili per il 
calcolo del PMR, cioè la percentuale di metilazione del promotore MGMT.
Infatti, sulla base del rapporto tra ciclo soglia della β-Actina e ciclo soglia di 
MGMT, nel campione e nel DNA completamente metilato, è possibile ottenere 
una stima della percentuale di metilazione del promoter MGMT. La formula 
impiegata per la valutazione del livello di metilazione (PMR) del gene in studio 
è la seguente:
(C) campione e (M) DNA completamente metilato.
PMR=
(ciclo soglia di MGMT (C)/ ciclo soglia della -actina(C))
(ciclo soglia di MGMT (M)/ ciclo soglia della -actina(M))
. 100
4. RISULTATI 
4.1. VALUTAZIONE CLINICA DEI PAZIENTI
Nel presente studio è stato analizzato un campione costituito da 27 pazienti con 
diagnosi clinica di glioblastoma multiforme, sottoposti ad un trattamento 
chemioterapico pre e post-operatorio con temozolomide.
La popolazione in studio è composta da 15 uomini con un’età media di 67 anni 
e 12 donne con un’età media di 64 anni. L’età media complessiva dei 27 
pazienti è risultata essere di circa 65 anni.




ETA’ MEDIA DONNE 64 Anni
ETA’ MEDIA UOMINI 67 Anni
I pazienti sono stati trattati secondo il protocollo terapeutico che prevede l’uso 
di temozolomide neoadiuvante (1 ciclo), entro 30 giorni dall’intervento, seguita 
da un trattamento che prevede l’associazione tra radioterapia (60 Gy) e il 
farmaco temozolomide per 12 cicli ogni 28 giorni. Un solo paziente ha 
eseguito un trattamento unico con radioterapia e un altro non ha iniziato la 
terapia in quanto deceduto.
4.2. ANALISI DELLA METILAZIONE DEL PROMOTORE 
DEL GENE MGMT 
Al fine di determinare lo stato di metilazione del promotore del gene MGMT è 
stata messa a punto la metodica Methylight PCR. Questa tecnica si basa sui 
principi esposti nel capitolo 3 (paragrafo 3.3.) e necessita del disegno di 
primers e sonde complementari alla sequenza di interesse trattata con bisulfito. 
In virtù dell’utilizzo di un DNA completamente metilato (controllo esterno 
positivo) e di un gene di riferimento (β-Actina) che non contiene isole CpG, è 
possibile ottenere una stima accurata dello stato di metilazione di una 
sequenza.
I cicli soglia ottenuti per il DNA completamente metilato sono pari a 27,74 e 
34,32, rispettivamente per la β-Actina e per MGMT.
I dati raccolti sono stati riportati nella tabella (2), dove sono elencati tutti i 
pazienti con i relativi tempi di sopravvivenza ed i valori di PMR. Il tempo di 
sopravvivenza rappresenta l’intervallo di tempo trascorso dalla data del primo 
intervento chirurgico ad oggi oppure all’eventuale data di decesso del paziente, 
mentre il PMR è la percentuale di metilazione del promotore del gene MGMT.
Tabella 3. PMR del gene promotore di MGMT e sopravvivenza dei 
pazienti in studio.
PAZIENTE SOPRAVVIVENZA PMR %
GB 5 27 mesi 106,93
GB 6 10 mesi 68,24
GB 10 7 mesi 93,63
GB 12 15 mesi 77,03
GB 13 27 mesi 71,83
GB 14 13 mesi 66,57
GB 17 4 mesi NON METILATO
GB 19 13 mesi 100,64
GB 20 25 mesi 65,89
GB 23 6 mesi 22,31
GB 25 6 mesi 70,67
GB 29 4 mesi 25,37
GB 30 25 mesi 65,89
GB 32 25 mesi 101,36
GB 34 25 mesi 115,36
GB 38 25 mesi 96,57
GB 42 31 mesi 110,24
GB 48 6 mesi 72,16
GB 49 12 mesi 80,43
GB 50 36 mesi 96,56
GB 52 25 mesi 15,85
GB 53 12 mesi 80,07
GB 55 5 mesi 89,11
GB 59 25 mesi 77,06
GB 67 3 mesi NON METILATO
GB 68 25 mesi 138,00
( - ) in blu sono stati riportati i pazienti vivi al momento dell’analisi ed in rosso 
( - ) quelli che non presentavano metilazione.
Da un’analisi sui primi dati emerge che esiste un certo grado di correlazione fra 
tempo di sopravvivenza e PMR. Questo è evidente soprattutto nei pazienti 
GB17 e GB67 i quali non presentano metilazione del promotore MGMT e 
mostrano il più basso grado di sopravvivenza.
4.3. ANALISI DEI DATI E CORRELAZIONE STATISTICA
I dati raccolti sono stati analizzati statisticamente mediante il t test di Student, 
dove un livello di p<0,05 è considerato statisticamente significativo.
Inizialmente è stata effettuata un’analisi statistica per valutare l’esistenza di 
una correlazione tra il tempo di sopravvivenza ed il PMR. Per valutare tale 
correlazione la popolazione in studio è stata divisa in 3 gruppi omogenei in 
base al tempo di sopravvivenza (Tabella 4):
Tabella 4. Gruppi di pazienti e tempi di sopravvivenza.
GRUPPO SOPRAVVIVENZA
A <15 mesi
B 15 mesi<X<25 mesi
C >25 mesi
    Figura 9. Analisi dei dati e correlazione con il PMR.
Dai dati riportati nella figura 9 si evince che nel gruppo con sopravvivenza 
inferiore a 15 mesi è presente un sottogruppo di quattro pazienti con un tempo 
di sopravvivenza inferiore a 6 mesi. In particolare due di questi pazienti non 
presentano metilazione del gene MGMT e hanno un tempo di sopravvivenza di 
4 e 3 mesi, mentre gli altri due mostrano un valore di PMR rispettivamente del 
22,31% e 25,37% e presentano un tempo di sopravvivenza di 6 e 4 mesi.
Anche all’interno del gruppo con sopravvivenza superiore a 25 mesi si può 
individuare un sottogruppo composto da due pazienti che presentano un tempo 
di sopravvivenza, rispettivamente di 31 e 36 mesi e un PMR intorno al 100%. 
Inoltre l’analisi statistica ha evidenziato una differenza significativa tra i valori 
di PMR associati al gruppo di pazienti con tempo di sopravvivenza inferiore a 
15 mesi e quelli relativi al gruppo che mostra un tempo di sopravvivenza 
superiore a 25 mesi.
Al fine di identificare un valore di PMR al di sopra del quale la sopravvivenza 












analisi statistica dei dati. In questa analisi, come indicato nella tabella 5, i 
pazienti sono stati suddivisi in tre gruppi omogenei in base ai valori di PMR 
(Tabella 5):





         Figura 10. Analisi dei dati clinici e correlazione con la sopravvivenza.
Come mostrato nella figura 10, dall’analisi si evince una differenza 
statisticamente significativa tra i tempi di sopravvivenza associati al gruppo di 
pazienti che presentano valori di PMR maggiori dell’80% ed i tempi di 
sopravvivenza degli altri due gruppi (Figura 10). L’analisi ha inoltre 
evidenziato che al gruppo di pazienti che presentano valori di PMR più elevati 



























Il glioblastoma multiforme è una neoplasia che prende origine dalle cellule 
gliali ed è la più comune e la più aggressiva tra tutte le neoplasie cerebrali, in 
quanto presenta spiccate caratteristiche recidivanti ed una elevata 
radioresistenza. Per tali ragioni la sopravivenza media dei pazienti affetti da 
glioblastoma multiforme varia intorno ai 12-14 mesi (Noda et al, 2009).
Negli ultimi anni, l’impiego clinico della chemioterapia con farmaci alchilanti 
ha permesso un miglioramento della prognosi dei pazienti affetti da 
glioblastoma multiforme. I farmaci alchilanti provocano danni al DNA 
determinando l’appaiamento di una timina al posto di una citosina con 
conseguente apoptosi della cellula tumorale. L’impiego clinico dei farmaci 
alchilanti è limitato dall’attività del sistema di riparazione del DNA da parte 
della proteina MGMT che protegge la cellula tumorale sottraendo il gruppo 
alchilico introdotto da tali farmaci. Il meccanismo del silenziamento 
epigenetico a livello del promotore del gene MGMT, compromette il 
meccanismo di riparo, quindi la cellula tumorale sarà più sensibile al 
trattamento chemioterapico con farmaci alchilanti. Questo è stato dimostrato da 
molti studi, tra cui quello di Stupp e collaboratori, 2009, nel quale è stato 
valutato lo stato di metilazione del gene MGMT in 206 pazienti affetti da 
glioblastoma e l’analisi della sopravvivenza libera da progressione ha 
dimostrato che solo i pazienti trattati con temozolomide e che presentavano una 
ipermetilazione del promotore del gene MGMT avevano tempi superiori 
(Stupp et al, 2009).
Nella presente tesi, mediante la metodica MethylLight PCR, è stato analizzato 
lo stato metilativo del promotore del gene MGMT in un campione di 27 
pazienti, uomini e donne con età media di 65 anni, affetti da glioblastoma 
multiforme e sttoposti ad un trattamento pre e post operatorio con 
temozolomide. Successivamente è stata effettuata un’analisi statistica per 
evidenziare l’esistenza di una correlazione tra la percentuale di metilazione del 
gene MGMT (PMR) ed il tempo di sopravvivenza dei pazienti. Da una prima 
analisi statistica è risultata esserci una differenza significativa dei valori di 
PMR tra il gruppo di pazienti con sopravvivenza inferiore a 15 mesi e quelli 
con sopravvivenza superiore a 25 mesi, evidenziando che quest’ultimo gruppo 
presentava valori di PMR maggiori. Questo ha confermato che esiste una 
stretta correlazione tra il tempo di sopravvivenza dei pazienti affetti da 
glioblastoma multiforme ed i valori di PMR. Quindi, quanto più è alto il valore 
di PMR tanto migliore sarà la risposta dei pazienti affetti da glioblastoma 
multiforme al trattamento con farmaci alchilanti e tanto più elevato sarà il 
tempo di sopravvivenza.
In una seconda analisi statistica, volta a stabilire un cut-off di metilazione al di 
sopra del quale la sopravvivenza dei pazienti risulta essere la più alta, è stata 
identificata una differenza statisticamente significativa della sopravvivenza tra 
il gruppo di pazienti con valori di PMR maggiori dell’80% e gli altri due 
gruppi. Da quest’ultima analisi è emerso che esiste un potenziale cut-off di 
metilazione del gene MGMT dell’80% al di sopra del quale la sopravvivenza 
dei pazienti arruolati nel nostro studio è risultata essere superiore a 25 mesi.
I dati del nostro studio dovranno essere confermati ampliando la casistica ed 
eventualmente valutando altri determinanti genetici implicati nella risposta al 
trattamento del glioblastoma multiforme con farmaci alchilanti.
Il presente studio ha permesso inoltre di mettere a punto una nuova metodica 
per la valutazione dello stato metilativo del promotore del gene MGMT, la 
MethylLight PCR, una tecnica complessa ma di estrema sensibilità e 
riproducibilità del dato. Questo può essere un buon presupposto per lo sviluppo 
di tale metodica in future applicazioni cliniche in quanto fornisce dei parametri 
importanti per la valutazione della risposta clinica dei pazienti affetti da 
glioblastoma multiforme al trattamento con farmaci alchilanti. Infatti, la 
metilazione del promotore del gene MGMT ha un ruolo importante nel favorire 
una migliore risposta clinica al trattamento con farmaci alchilanti, quindi 
l’utilizzo della MethylLight PCR per identificare il PMR dei pazienti affetti da 
glioblastoma multiforme, permette di predire l’efficacia della chemioterapia.
La valutazione dello stato metilativo del promotore del gene MGMT, può 
inoltre assumere un’importanza maggiore nel caso in cui i farmaci alchilanti 
dovessero provocare degli effetti tossici molto elevati ed il paziente presenta un
PMR molto basso. In tal caso infatti, l’identificazione del PMR può risultare 
importante per valutare quali sono i benefici che il paziente può trarre dal 
trattamento chemioterapico rispetto agli effetti tossici che il farmaco stesso può 
dare.
Studi futuri potranno essere volti alla ricerca di eventuali altri fattori correlati 
ad una migliore risposta al trattamento con farmaci alchilanti, cercando in 
questo modo di migliorare la sopravvivenza dei pazienti affetti da glioblastoma 
multiforme alla chemioterapia.
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